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害、単球のマクロファージへの分化、酸化低密度リポタンパク質  (oxidized 
low-density lipoprotein、oxLDL) などの修飾 LDL の取り込みによるマクロファー
ジの泡沫化[4-6]、血管平滑筋細胞の異常増殖などが認められる[7,8]。これらの病














多くの ROS 産生反応における一次産物であるスーパーオキシドを H2O2と O2に
効率よく不均化することにより、酸化ストレスから生体を防御していると考え
られている。一般的に哺乳類の細胞には、 copper and zinc containing-SOD 
(Cu,Zn-SOD 、 SOD1) 、 manganese containing-SOD (Mn-SOD 、 SOD2) 、
extracelluler-SOD (EC-SOD、SOD3) の 3 種の SOD アイソザイムの存在が報告さ
れており、それぞれ Table 1 に示すような特徴を有していることが知られている
[14-17]。Cu,Zn-SOD、Mn-SOD はそれぞれ主に細胞内の細胞質、ミトコンドリア
に存在しているのに対し、EC-SOD は SOD アイソザイムの中で唯一細胞外に局
在する分泌型糖タンパク質として同定されている。 
 
Table 1 Properties of human SOD isozymes. 
 
 
Table 2 に EC-SOD のアミノ酸配列を示す。EC-SOD は Cu,Zn-SOD と同様に活
性中心に銅および亜鉛原子を有しており、両 SOD のアミノ酸配列を比較しても
金属原子に配位しているアミノ酸は同一であることが知られている。EC-SOD は
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Table 2 Amino acid sequence of human EC-SOD.  Arrows show the amino acids 









































び進展に大きく関わる単球 (ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞) のマクロファージ
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への分化過程 (第 1 章)、THP-1 細胞由来マクロファージの oxLDL 取り込みによ
る泡沫化過程 (第2章) における本酵素の発現変動とその調節機構の解明ならび
























第 1 章 ヒト単球系細胞のマクロファージへの分化過程における
EC-SOD発現調節機構 
 




されるmonocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) などの遊走性サイトカインなどの
刺激を受け、血管内膜に浸潤し、マクロファージに分化する[30]。分化したマク





SOD アイソザイムの中で唯一細胞外に局在する EC-SOD は、血管系のレドッ
クス制御に大きく関与していることが報告されている。例えば、EC-SOD が虚血
後の組織傷害ならびに梗塞巣の拡大を抑制することが知られている[22,23,33]。


































第 2 節 実験材料及び方法 
 
第 1 項 試薬 
 RPMI1640 培地、リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered saline、PBS) は日
水製薬株式会社、ペニシリン、ストレプトマイシンは明治製菓株式会社、ウシ
胎児血清 (fetal calf serum、FCS)、TRIzol®試薬、M-MLV 逆転写酵素、Taq DNA 
polymerase 、 RNase 阻 害 剤 、 KOD Fx は 東 洋 紡 績 株 式 会 社 、
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) は Sigma-Aldrich 社、mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) 阻害剤であるU0126と PD98059、protein kinase C (PKC) 阻
害剤である GF109203X、actinomycin D (ActD) は和光純薬工業株式会社、
5-(and-6)-carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA) は
Molecular Probes 社、 NADPH oxidase (NOX) 阻害剤である apocynin と
diphenyleneiodonium (DPI) はそれぞれ Calbiochem 社、Enzo Life Sciences 社、
biotin-conjugated goat anti-rabbit or -mouse IgG (H+L) は Zymed Laboratories 社、
THP-1 細胞は ATCC 社から購入した。その他の試薬は市販の特級品を用いた。 
 
第 2 項 細胞培養 
 細胞は 10%非働化 FCS、100 units/mL ペニシリン、0.1 mg/mL ストレプトマイ
シンを含む RPMI1640 を用いて、37C、5% CO2条件下で培養した。THP-1 細胞




PD98059 は TPA 処理の 30 分前に、また、mRNA 合成阻害剤である ActD および
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NOX 阻害剤である apocynin は TPA 処理の 1 時間前に添加した。 
 
第 3 項 RT-PCR 
 THP-1細胞を 3.5 cm dishに播種した後、第 2項に示す方法で細胞を処理した。
総 RNA の抽出は 1 mL TRIzol®試薬を用いて行った。抽出した総 RNA 4 g を用
いて、200 units M-MLV 逆転写酵素、5 units RNase 阻害剤、10 mM dithiothreitol 
(DTT)、0.6 g ランダムプライマー、0.5 mM dNTP を含む 20 L の反応液中で、
37C、1 時間インキュベートして cDNA を作製した。 
 EC-SOD 遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 L を用いて、0.4 mM dNTP、12 pmol
センスプライマー、12 pmol アンチセンスプライマー、0.4 unit KOD Fx polymerase
を含む 20 L の反応液中、94C で 2 分間インキュベートした後、Table 3 に示す
条件で PCR 反応を行った。 
 EC-SOD 以外の遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 L を用いて、0.2 mM dNTP、10 
pmol センスプライマー、10 pmol アンチセンスプライマー、0.63 unit Taq 
polymerase を含む 25 L の反応液中、94C で 2 分間インキュベートした後、Table 
3 に示す条件で PCR 反応を行った。 
 PCR 産物は、エチジウムブロマイドを加えた 2% (w/v) アガロースゲルで電気









Table 3 The conditions of amplification of each gene. 
 
 
第 4 項 ウエスタンブロッティング 
 THP-1 細胞を第 2 項に示す方法で処理した後、氷冷した PBS を用いて細胞を
洗浄した。MAPK の検出には、1 mM EDTA、1 mM EGTA、1% (w/v) Triron X-100
を含む 20 mM Tris-HCl pH 7.4 (lysis buffer A) を用いて細胞を可溶化し、遠心分離 
(10,000 × g、5 分) 後、得られた上清を用いた。リン酸化 PKC および p47phoxの検
出には、2 mM EDTA、10 mM EGTA、100 g/ml ジギトニンを含む 20 mM Tris-HCl 
pH 7.5 (lysis buffer B) を用いて細胞を溶解した後、遠心分離 (12,000 × g、5 分) し、
得られた上清を回収し、細胞質画分として用いた。また、沈渣物を 1% (w/v) Triton 
X-100 を含む lysis buffer B 中、超音波破砕した後、遠心分離 (12,000 × g、5 分) し、
得られた上清を回収し、細胞膜画分として用いた。それぞれの操作で得られた
細胞抽出液 (タンパク質量 20 g) を 2% SDS、10%グリセロール、50 mM DTT、
0.01% bromophenol blue を含む 62.5 mM Tris-HCl buffer pH 6.8 と混和し 5 分間煮
沸した後、10%もしくは 12% (w/v) SDS ポリアクリルアミド電気泳動で分離し、
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PVDF メンブランにブロッティングした。メンブランを 1% BSA を含む PBS で 1
時間ブロッキングした後、anti-phospho-PKC antibody (Cell Signaling、Cat. # 9371)、
anti-phospho-MAPK/ERK kinase 1/2 (MEK1/2) antibody (Cell Signaling、Cat. # 9121)、
aniti-phospho-extracellular-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2) antibody (Cell 
Signaling、Cat. # 9106) または anti-p47phox antibody (Millipore、Cat. # 07-001) (いず
れも 1,000 倍希釈) とメンブランを 4C 条件下一晩反応させた。その後、0.1% 
Tween 20 を含む PBS (PBST) で 3 回洗浄した後、biotin-conjugated goat anti-rabbit 
or -mouse IgG (H+L) (1,000 倍希釈) とメンブランを室温下 1 時間反応させた。そ
の後、PBST で 3 回洗浄した後、メンブランを ABC 試薬 (5,000 倍希釈) で、室
温下 30 分反応させた。各種タンパクの検出は、SuperSignal® West Pico を用いた
化学発光法にて行った。画像の解析は、Multi Gauge V3.0 を用いて行った。Actin、
MEK1/2、ERK1/2 の検出は、メンブランのリプローブを行った後、それぞれ
anti-actin antibody (Millipore、Cat. # MAB1501)、 anti-MEK1/2 antibody (Cell 
Signaling、Cat. # 9122)、anti-ERK1/2 antibody (Cell Signaling、Cat. # 4695) (いずれ
も 1,000 倍希釈) を用いて同様に行った。 
 
第 5 項 細胞内 ROS の産生量の測定 
 THP-1 細胞を第 2 項に示す方法で処理した後、37C に加温した PBS で細胞を
洗浄した。その後、細胞を 10 M carboxy-H2DCFDA を含む 1% paraformaldehyde 
(PFA)-PBS で 37C、5% CO2条件下において 20 分間処理した後、氷冷した PBS
で 3回洗浄し、1% PFA-PBSに再懸濁した。蛍光強度は FACScan (Becton Dickinson
社) を用いて測定した。解析は、BD CellQuest Pro Software を用いて行った。 
 
第 6 項 CD11b および CD14 の発現量の測定 
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 THP-1 細胞を第 2 項に示す方法で処理した後、37C 加温した PBS で細胞を洗
浄した。その後、細胞を CD11b-PE antibody (BD Biosciences、Cat. # 555388) また
は CD14-FITC antibody (Miltenyi Biotec、Cat. # 130-080-701) を含む 1% PFA-PBS
で 37C、5% CO2条件下において 20 分間処理した後、氷冷した PBS で 3 回洗浄
し、1% PFA-PBS に再懸濁した。蛍光強度は FACScan (Becton Dickinson 社) を用
いて測定した。解析は、BD CellQuest Pro Software を用いて行った。 
 
第 7 項 統計学的解析 
 データは、それぞれの実験を 3 回独立して行い、平均  標準誤差として表し

















第 3 節 結果 
 
第 1 項  TPA 処理による THP-1 細胞のマクロファージへの分化誘導 
 THP-1 細胞は TPA 処理によりマクロファージ様細胞に分化することが知られ
ており、細胞分化のモデルとして汎用されている[38]。Cluster of differentiation 
(CD) ファミリーである CD11b、CD14、CD36 はマクロファージへの分化マーカ
ーとして知られており、これら CD ファミリーの発現増大の測定は単球からマク
ロファージへの分化の評価に有用である。そこで、THP-1 細胞の分化を評価す
るために、TPA 処理 24 時間後の CD11b、CD14、CD36 の mRNA 発現を RT-PCR
法、CD11b、CD14 タンパク発現量をフローサイトメトリーを用いて測定した。
定常状態では CD ファミリーの発現はほとんど認められなかったが、TPA 処理
により処理時間依存的に mRNA 発現が増大した (Fig. 1A)。さらに、CD11b およ
び CD14 のタンパク発現レベルは、TPA 処理 24 時間後に有意に増大した (Fig. 










































Fig. 1 Expression of CD families mRNA and protein during monocytic differentiation. 
(A) THP-1 cells were treated with 100 nM TPA for the indicated time. After the cells 
had been treated, RT-PCR was carried out. RT-PCR data were normalized using β-actin 
levels (** p<0.01 vs. untreated cells). (B) The cells were treated with (closed histogram 
and column) or without (open histogram and column) 100 nM TPA for 24 h. After the 
cells had been treated, the expression levels of CD11b and CD14 were measured by 





























































第 2 項 分化過程における SOD アイソザイムの発現変動 
 これまでに、著者らは THP-1 細胞と同様の単球系細胞株である U937 細胞の
TPA 誘導性のマクロファージへの分化過程において、各 SOD 発現量が調節を受
けることを報告している[19]。そこで今回、THP-1 細胞の分化過程における SOD
アイソザイムの発現の変動を RT-PCR 法を用いて測定した。EC-SOD の発現は定
常状態ではほとんど認められなかったが、TPA 処理により著しく処理時間依存
的に増大した (Fig. 2A)。一方で、Cu,Zn-SOD の発現は時間依存的に低下し、
Mn-SODの発現は 12時間をピークに一過性に増大したが、その変動幅はEC-SOD
に比べ小さかった (Fig. 2A)。さらに、mRNA 合成阻害剤である ActD にて細胞
を前処理することにより、TPA 処理による EC-SOD mRNA の発現増大は有意に
抑制されたため、EC-SOD 発現亢進は mRNA の合成促進に起因すると考えられ
















Fig. 2 Expression of SODs mRNA during monocytic differentiation. (A) THP-1 cells 
were treated with 100 nM TPA for the indicated time. (B) THP-1 cells were pretreated 
with (+) or without (-) 0.1 g/mL actinomycin D (ActD) for 1 h, and then the cells were 
treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, 
RT-PCR was carried out. RT-PCR data were normalized using β-actin levels (**p<0.01 






































































第 3 項 TPA 処理による EC-SOD 発現増大への PKC の関与 
 TPAがPKCのアクチベーターとして知られていることから[37]、次に、EC-SOD
発現亢進における PKC の関与を検討した。PKC は定常状態下においてリン酸化
された状態で細胞質に存在しており、細胞膜に移行することで活性化し、MAPK
などの細胞内シグナル伝達の活性化に大きく関与することが知られている[19]。
初めに、TPA 処理による PKC の活性化を検討するために、ウエスタンブロット
法にて PKC の膜移行を検討した。THP-1 細胞を TPA にて処理したところ、リン
酸化 PKC の膜移行が認められた (Fig. 3A)。次に、TPA 処理による EC-SOD 発現
増大への PKC の関与を検討した。PKC の阻害剤 GF109203X (GF) にて細胞を前
処理することにより、TPA 処理による EC-SOD mRNA の発現増大がコントロー
ルレベルまで有意に抑制された (Fig. 3B)。さらに、分化マーカーである CD11b 
mRNA の発現増大も同様に有意に抑制された (Fig. 3B)。以上の結果から、TPA















Fig. 3 Involvement of PKC in the TPA-triggered induction of EC-SOD. (A) THP-1 cells 
were treated with or without 100 nM TPA for 10 min. After the cells had been treated, 
the membrane translocation of phosphorylated PKC (pPKC) was determined by 
Western blotting (C: cytosolic fruction, M: membrane fraction). (B) The cells were 
pretreated with (+) or without (-) 5 M GF109203X (GF) for 30 min, and then treated 
with (+) or without (-) 100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, RT-PCR 
was carried out. RT-PCR data were normalized using β-actin levels (**p<0.01 vs. 























































第 4項 TPA処理による EC-SOD発現増大への MEK1/2 および ERK1/2 の関与 
著者らは以前、単球系細胞、平滑筋細胞および腎尿細管間質細胞における
EC-SOD 発現調節機構への MAPK の関与を報告している[19,39,40]。そこで次に、
TPA 処理による EC-SOD 発現増大に対する MAPK の関与を検討した。まず初め
に、TPA 処理による MAPK の活性化をウエスタンブロッティング法にて検討し
た結果、MEK1/2 および ERK1/2 のリン酸化が認められた (Fig. 4A)。一方、TPA
処理による c-Jun N-terminal kinase (JNK) および p38-MAPK のリン酸化は認めら
れなかった (data not shown)。次に、TPA処理による EC-SOD発現増大への MAPK
の関与をそれらの阻害剤を用いて検討した。MEK 阻害剤である U0126 および
PD98059 にて細胞を前処理したところ、TPA 処理による EC-SOD mRNA 発現増
大がコントロールレベルまで有意に抑制された (Fig. 4B)。さらに、分化マーカ
ーである CD11b mRNA の発現増大も同様に有意に抑制された (Fig. 4B)。次に、
ERK1/2 の活性化への PKC の関与を検討するため、ウエスタンブロッティング
を行った。PKC 阻害剤 GF109203X、MEK 阻害剤 U0126 および PD98059 にて細
胞を前処理することにより、TPA 誘導性 ERK1/2 のリン酸化が抑制された (Fig. 
4C)。以上の結果から、TPA 処理による EC-SOD mRNA 発現増大への PKC、











Fig. 4 Involvement of MAPK in the TPA-triggered induction of EC-SOD. (A) THP-1 
cells were treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for the indicated time. After the 
cells had been treated, phosphorylated and total MEK1/2 and ERK1/2 levels were 
determined by Western blotting. (B) The cells were pretreated with or without 5 M 
U0126 (U) or 50 M PD98059 (PD) for 30 min, and then treated with (+) or without (-) 
100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, RT-PCR was carried out. 
RT-PCR data were normalized using β-actin levels (** p<0.01 vs. vehicle, ## p<0.01 vs. 
TPA-treated cells). (C) The cells were pretreated with or without 5 M GF109203X 
(GF), 5 M U0126 (U) or 50 M PD98059 (PD) for 30 min, and then treated with (+) 
or without (-) 100 nM TPA for 15 min. After the cells had been treated, phosphorylated 
and total ERK1/2 levels were determined by Western blotting. 
TPA

















































第 5 項 TPA 処理による EC-SOD 発現増大への NOX2 由来 ROS の関与 
 単球のマクロファージへの分化過程において、スーパーオキシドの産生や
H2O2の蓄積が増大することが知られている[41,42]。そこで次に、細胞内 ROS 産
生をフローサイトメトリーにて測定した。THP-1 細胞を TPA にて処理すること
により、24 時間後に細胞内 ROS 産生の亢進が認められた (Fig. 5A)。TPA 処理
による ROS 産生亢進に、NOX の活性化が関与することが知られている。そこで
次に、TPA 処理による NOX2 mRNA および NOX4 mRNA の発現変動を検討した
ところ、NOX2 mRNA の発現は処理時間依存的に有意に増大したが、NOX4 
mRNA 発現レベルの変動は認められなかった (Fig. 5B)。したがって、TPA 処理









阻害剤である U0126 および PD98059 にて細胞を前処理することにより、p47phox
の膜移行が抑制された。次に、MEK1/2、ERK1/2 と NOX2 との関係性を明らか
にするため、NOX2 活性阻害剤である apocynin (Apo) の前処理による ERK1/2 の
活性化をウエスタンブロット法にて検討した。しかし、THP-1 細胞を Apo にて
前処理しても、TPA処理による ERK1/2のリン酸化は抑制されなかった (Fig. 5D)。
この結果から、TPA 処理による NOX2 の活性化は、MEK1/2 および ERK1/2 の下
流で起きることが示唆された。そこで次に、細胞内 ROS 産生への MEK1/2、
22 
 
ERK1/2 および NOX2 の関与をフローサイトメトリーにて検討した。THP-1 細胞
をMEK/ERK阻害剤U0126およびNOX2阻害剤Apoにて前処理することにより、
TPA 処理による細胞内 ROS 産生が有意に抑制された (Fig. 5E)。また、次に TPA
処理による EC-SOD 発現増大への NOX2 の関与を RT-PCR 法にて検討した。






















Fig. 5 Involvement of intracellular ROS in TPA-triggered induction of EC-SOD. (A) 
THP-1 cells were treated with or without 100 nM TPA for the indicated time. After the 
cells had been treated, intracellular ROS accumulation was measured by flow cytometry 
(**p<0.01 vs. untreated cells). (B) The cells were treated with 100 nM TPA for the 
indicated time. After the cells had been treated, NOX2 and NOX4 expression was 
measured by RT-PCR. RT-PCR data were normalized using β-actin levels (**p<0.01 vs. 
vehicle). (C) The cells were pretreated with or without (-) 5 M U0126 (U) or 50 M 
PD98059 (PD) for 30 min and then treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for 12 h. 
After the cells had been treated, the membrane translocation of p47
phox
 was determined 
by Western blotting (membrane fraction). (D) The cells were pretreated with (+) or 
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nM TPA for 15 min. After the cells had been treated, phosphorylated and total ERK1/2 
levels were determined by Western blotting. (E) The cells were pretreated with (+) or 
without (-) 400 M apocynin (Apo) for 1 h or 5 M U0126 (U) for 30 min and then 
treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, 
intracellular ROS accumulation was measured by flow cytometry (**p<0.01 vs. 
untreated cells, ##p<0.01 vs. TPA-treated cells). (F) The cells were pretreated with (+) 
or without (-) 400 M apocynin (Apo) for 1 h and then treated with (+) or without (-) 
100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, RT-PCR was then carried out. 
RT-PCR data were normalized using β-actin levels (**p<0.01 vs. untreated cells, 
























[43]。THP-1、U937 および HL60 などの単球系細胞株は、TPA、all-trans-retinoic acid 




CD14 および CD36 発現が著しく増大しており (Fig. 1)、マクロファージへの分
化が認められた[19,44-46]。 









を明らかにした (Fig. 2)。一方、Cu,Zn-SOD および Mn-SOD の発現は、U937 細
胞の場合と同様の挙動を示した (Fig. 2)。これらの結果より、単球の分化過程に
おいて、細胞特異的に EC-SOD の発現が制御されていることが示唆された。





 ホルボールエステルである TPA は、PKC のアクチベーターとして知られてお
り[37]、MAPK や NF-κB などの下流のシグナルを活性化させる[51]。これらの中
でも、特にMEK1/2およびERK1/2経路は分化過程に大きく関与している。また、
種々の細胞において、EC-SOD の発現が MAPK により制御されることが報告さ
れている[19,40,52-54]。本研究において、TPA 処理した場合 PKC の膜移行によ
る活性化が認められ、PKC 阻害剤である GF109203X の前処理により、TPA 誘導
性 EC-SOD 発現増大が抑制されることが明らかになった (Fig. 3)。TPA 処理によ
り、Ras の高リン酸化が誘導されることが知られており、PKC の下流に存在す
る c-Raf が、TPA で誘導される細胞内シグナルを介して遺伝子発現を制御すると
考えられている[55]。実際に、TPA 処理による ERK1/2 のリン酸化に PKC が関
与することを確認しており (Fig. 4C)、PKC、MEK1/2 および ERK1/2 のシグナル
が活性化されると考えられる。一方で、過去に著者らが報告した U937 細胞での
EC-SOD 発現における NF-κB の関与は[19]、THP-1 細胞の分化過程においては認






では、PKC、MEK1/2 および ERK1/2 経路を介した NOX2 の活性化を明らかにし
た (Fig. 5)。さらに、PKC、MEK1/2、ERK1/2 および NOX2 由来 ROS が、TPA
処理による EC-SOD 発現調節に関与することを明らかにした (Fig. 5)。以上、本
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研究の結果をまとめると、THP-1 細胞の TPA 処理による EC-SOD 発現増大は、
Fig. 6 に示すシグナル伝達を介すると考えられる。 
 
Fig. 6 Hypothesis of the mechanism of TPA-triggered EC-SOD induction. EC-SOD is 
induced during monocytic differentiation through PKC, MEK1/2, ERK1/2 and 
NOX2-derived ROS. 
 
本研究では、定常状態で EC-SOD発現がほとんど認められない THP-1細胞 (成
人由来細胞) の分化過程における EC-SOD 発現調節機構を解明したが、同じ単















































第 2 章 ヒト単球系細胞由来マクロファージの oxLDL 曝露による
EC-SODレベルの変動とその調節機構 
 













 この病態発症の一連の過程で産生される ROS が、更なる病態の悪化を招いて
いる。一方で EC-SOD はこの ROS を効率良く消去することにより、病態の進行
を抑えている[10,11,16,47-49,63-65]。第 1 章では、ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞













緒論で述べたが、EC-SOD は細胞外の ROS を消去することにより、血管系レ
ドックスの恒常性維持に働いており[22,70]、その発現の有無が in vivo において、







 そこで、本研究では、単球由来マクロファージの泡沫化と EC-SOD の発現変
動との関連性を明らかにするため、マクロファージへの oxLDL 取り込みによる







第 2 節 実験材料及び方法 
 
第 1 項 試薬 
 Lipofectamine® 3000、Lipofectamine® RNAiMAX は Invitrogen 社、Oil Red O は
Sigma-Aldrich 社、臭化ナトリウム (NaBr) は Nacalai tesque 社、ビシンコニン酸 
(bicinchoninic acid、BCA) は Thermo fisher scientific 社、12PC チューブは Hitachi 
Koki社、透析膜 (分画分子量 12,000～14,000) は三光純薬株式会社、EcoRI、EcoRV
および HindIII は Boehringer Mannheim 社、anti-acetyl-histone H3 rabbit polyclonal 
antibody (Cat. # 06-599), anti-acetyl-histone H4 rabbit polyclonal antibody (Cat. # 
06-598) は Millipore 社、anti-Sp1 rabbit polyclonal antibody (Cat. # sc-59)、anti-Sp3 
(Cat. # sc-644) rabbit polyclonal antibodyは Santa Cruz Biotechnology社、siCD36 (Cat. 
# AM16708, 105940) は ambion 社から購入した。その他の試薬は、第 1 章、第 2
節、第 1 項に示しており、市販の特級品を用いた。 
 
第 2 項 細胞培養 
 第 1 章、第 2 節、第 2 項で示す方法で THP-1 細胞の培養を行った。THP-1 細
胞を 3.5 cm dish に 2.0 × 106 cells/dish となるように播種した後、100 nM TPA にて
細胞を 37C、5% CO2条件下で 24 時間処理し、細胞を分化させた。その後 PBS
で 2 回洗浄し、100 g/mL oxLDL にて 24、48 または 72 時間処理もしくは 100 
g/mL native LDL にて 72 時間処理した。細胞を掻き取り、PBS で洗浄した後、
総 RNA の抽出、ウエスタンブロッティングを行った。mRNA 合成阻害剤である
ActD は oxLDL と同時に添加した。 
 
第 3 項 LDL の分画と oxLDL の作製 
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 ヒト健常人より約 50mL の血液を採取し、4~5 時間室温で静置した後、遠心分
離 (3,000 rpm、15 min) を 2 回行い約 25 mL の血清 (密度 1.006 g/mL) を得た。
血清を 12PCチューブに各 4.5 mL分注 (4本) し、LDLの密度 (密度 1.019 ~ 1.063 
g/mL) となるようにNaBrで調製した比重液A (1.032 g/mL) を等量加え全量を各
9 mL とした。その後、4C 条件下で超遠心分離 (45,000 rpm、24 h) を行い、上
層のキロミクロンおよび超低密度リポタンパク質 (VLDL) 4.5 mL を除去した。
引き続き、比重液 B (1.107 g/mL) を等量加え、再度 4C 条件下で超遠心分離 
(45,000 rpm、24 h) を行い、LDL (上清) を分取した。得られた LDL から NaBr
を除くため、LDL の 100 倍量の PBS に対し透析 (4C、24 h) を 3 回行った。こ
こで得られた LDL を native LDL (nLDL) とし、BCA 法にてタンパク定量を行っ
た。 
 LDL は 100 g/mL のタンパク濃度に、Cu2+は 10 M となるように PBS にて調
製した後混和し、37C 条件下で 4 時間インキュベートすることで oxLDL を作製
した。その後 Cu2+を除くために、EDTA を 0.3 mM となるように加えた後、oxLDL
のタンパク量を BCA 法にて測定した。 
 
第 4 項 Oil Red O 染色 
 TPA 誘導性 THP-1 細胞由来マクロファージを nLDL または oxLDL 100 g/mL 
にて 37C、5% CO2条件下で処理した後、PBS で洗浄し、10% PFA にて 10 分間
細胞を固定した後、Oil Red O で 20 分間染色を行った。細胞内への脂質の取り込
みは光学顕微鏡にて観察した。 
 
第 5 項 細胞内コレステロール測定 
 細胞内コレステロール値は、EnzyChromTM AF Cholesterol Assay Kit (BioAssay 
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Systems、Cat. # E2CH-100) を用いて測定した。TPA 誘導性 THP-1 細胞由来マク
ロファージを oxLDL 100 g/mL にて処理し、PBS で洗浄後、PBS 100 L に再懸
濁し、超音波破砕機 (Vibra CellTM VC100) を用いて細胞を破砕し (amplitude 30、
1.5 s、3 回)、遠心分離 (14,000 rpm、10 min) 後、上清を回収しサンプルとし、
プロトコールに従って測定した。 
 
第 6 項 RT-PCR 
 THP-1細胞を 3.5 cm dishに播種した後、第 2項に示す方法で細胞を処理した。
以下、第 1 章、第 2 節、第 3 項で示した方法で cDNA の作製および Table 4 で示
す条件で PCR 反応を行った。 
 
Table 4 The conditions of amplification of each gene. 
 
 
第 7 項 ヒストン精製 
THP-1 細胞を 3.5 cm dish に播種し、第 2 項に示す方法で細胞を処理した後、
氷冷した PBSを用いて細胞を洗浄した。洗浄後、氷冷した histone抽出 buffer (0.15 
M NaCl、1.5 mM MgCl2、0.65% NP-40、10 mM NaF、1 mM Na3VO4、20 mM 
β-glycerophosphate、1 mM DTT および 1 mM PMSF を含む 0.1 M Tris-HCl pH 7.5) 
を 100 L 添加し、細胞を回収し、10 秒間 vortex mix を行った後、10 分間氷冷
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した。さらに、10 秒間 vortex mix した後、遠心分離 (12,000 rpm、10 s) を行い、
上清を除去した。次に、0.2 M H2SO4 100 L を添加し vortex mix した後、遠心分
離 (12,000 rpm、20 min) を行った。遠心後、100%トリクロロ酢酸 25 L があら
かじめ入った 1.5 mL チューブに上清を添加し vortex mix した後、遠心分離 
(12,000 rpm、20 min) を行い、上清を除去した。次に、アセトン 500 L を添加
し転倒混和してから遠心分離 (12,000 rpm、5 min) を行い、上清を除去した。ペ
レットを室温で風乾後、1 × SDS buffer (2% SDS、6% 2-mercaptoethanol および
0.01% bromophenol blue を含む 0.05 M Tris-HCl pH 8.8) 100 L を添加し、95C に
て、5 分間インキュベートした。 
 
第 8 項 ウエスタンブロッティング 
 第 7 項に示す方法で得られたサンプルを、第 1 章、第 2 節、第 4 項に示す方
法で PVDFメンブランにブロッティングした。メンブランを 1% BSAを含む PBS
で 1 時間ブロッキングした後、anti-acetyl-histone H3 rabbit polyclonal antibody も
しくは anti-acetyl-histone H4 rabbit polyclonal antibodyとメンブランを 4C条件下、
一晩反応させた。その後、0.1% Tween 20 を含む PBS (PBST) で 3 回洗浄した後、
biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L) とメンブランを室温下 1時間振盪し反
応させた。次に、同項で示す方法にてタンパクの検出を行った。 
 
第 9 項 クロマチン免疫沈降法 (chromatin immunoprecipitation assay、ChIP法) 
 THP-1 細胞を 5 × 106 cells/dish となるように 9 cm dish に播種した後、第 2 項に
示す方法で細胞を処理した。最終濃度が 1%となるように PFA を添加し 5 分間室
温でインキュベートし細胞を固定した後、最終濃度が 500 mM となるようにグリ
シンを添加し 5 分間室温でインキュベートした。細胞を回収後、遠心分離 (1,200 
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rpm、3 min) を行い上清を除去し、次いで PBS にて細胞を洗浄した。その後、
遠心分離 (1,200 rpm、3 min) を行い、同様に NP-40 buffer (10 mM NaCl、0.5% 
NP-40 を含む 10 mM Tris-HCl pH 8.0) 1 mL で細胞を可溶化した。その後、遠心分
離 (3,000 rpm、3 min) を行い、上清を除去し、SDS 溶解 buffer (1% SDS、10 mM 
EDTA を含む 50 mM Tris-HCl pH 8.0) 100 L で細胞を懸濁後、ChIP 希釈 buffer 
(167 mM NaCl、1.1% Triton X-100、0.11% deoxycholic acid、10 mM NaF、1 mM 
Na3VO4、20 mM β-glycerophosphate、1 mM DTT、1 mM PMSF を含む 50 mM 
Tris-HCl pH 8.0) 400 L を添加した。その後、超音波破砕機 (Vibra CellTM VC100) 
を用いて細胞を破砕し (amplitude 40、12 s、6 回)、遠心分離 (14,000 rpm、10 min) 





 Protein GをPBSおよびRIPA buffer I (150 mM NaCl、1 mM EDTA、
0.1% SDS、0.1% deoxycholic acid、proteinase inhibitors を含む 50 mM Tris-HCl pH 
8.0) で洗浄した。超音波処理した DNA 断片 (1 × 106 cell 相当)、洗浄した
Dynabeads
®
 Protein G に対し、2 µg の anti-acetyl-histone H3 rabbit polyclonal 
antibody、anti-acetyl-histone H4 rabbit polyclonal antibody、anti-Sp1 rabbit polyclonal 
antibody、anti-Sp3 rabbit polyclonal antibody もしくは normal rabbit IgG polyclonal 
antibody を 500 µL の RIPA buffer I 中で、4C 条件下、一晩撹拌した。その後、
RIPA buffer I および RIPA buffer II (500 mM NaCl、1 mM EDTA、0.1% SDS、0.1% 
deoxycholic acid、proteinase inhibitors を含む 50 mM Tris-HCl、pH 8.0)、TE buffer (1 
mM EDTA を含む 10 mM Tris-HCl pH 8.0) で Dynabeads® Protein G の洗浄を行っ
た。洗浄した Dynabeads® Protein G および input として超音波処理した DNA (1 × 
10
4
 cell 相当) に ChIP 溶出 buffer (300 mM NaCl、5 mM EDTA、0.5% SDS を含む
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10 mM Tris-HCl pH 8.0) 100 µL および RNase A 1 µg を添加し、37C 条件下、30
分間インキュベートを行った。そこへ proteinase K 15.3 µg を添加し、65C 条件
下、2 時間インキュベートを行った。各インキュベート中は 10 分毎に vortex mix
を行った。その後、フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行い、
得られた沈殿物を TE buffer 20 µL に溶解した。その後、Table 5 に示す条件で PCR
反応を行った。 
 
Table 5 The conditions of amplification of each gene. 
 
 
第 10 項 RNA 干渉を用いた CD36 のノックダウン 
 THP-1 細胞を 3.5 cm dish に 2 × 106 cells/dish になるよう播種し、TPA 処理 24
時間後に、 control もしくは CD36 small interfering RNA (siRNA) (sense, 
5-GGAAUCCCUGUGUAUAGAUtt-3; antisense, 
5-AUCUAUACACAGGGAUUCCtt-3) を Lipofectamine® RNAiMAX 試薬を用い
てトランスフェクションし、48 時間インキュベートした。その後、PBS を用い
て洗浄し、LDL および Act D にて処理した。 
 
第 11 項 プラスミド作製 
 EC-SOD または Cu,Zn-SOD 遺伝子はヒトゲノム DNA を鋳型として、PCR 法に
て増幅させた。EC-SOD 3-untranslated region (3UTR) および Cu,Zn-SOD 3UTR
の作製は KOD-Fx polymerase を用いて、EC-SOD mRNA の 3UTR を一部欠損さ
せたプラスミド (EC-SOD 3UTR) の作製は KOD -Plus- Mutagenesis Kit (Toyobo、
Cycles Annealing (s) Elongation (s)
sense primer
antisense primer CTGTTAGCGCGAGTGCAGGA
EC-SOD 35 60°C (60) 72°C (60)
GTGGAGGCGAAGCAATTCTA
Sequence (5' to 3')Genes
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Osaka, Japan, Cat. # SMK-101) を用いた。EC-SOD 3UTR、EC-SOD 3UTR また
は Cu,Zn-SOD 3UTR の DNA 断片は Table 6 に示すプライマーを用いて増幅させ
た。それぞれの DNA 断片は、pcDNA3.1 ベクター (Promega, Madison、WI、USA) 
をもとに作製した pcDNA FLAG vector の EcoRI/EcoRV、EcoRI/EcoRV および
EcoRI/BamHI 部位にサブクローニングし、プラスミドを作製した。 
 
Table 6 The conditions of amplification of each gene. 
 
 
第 12 項 EC-SOD プラスミドのトランスフェクション 





 3000 を用いて 2 g のプラスミドをトランスフェクションした。
24 時間トランスフェクション後、PBS で 2 回洗浄し、100 µg/mL oxLDL と 100 
µg/mL ActD にて 24 時間処理した。総 RNA の抽出は 1 mL TRIzol®試薬を用いて
行った。cDNA 作製には、EC-SOD 3UTR 由来 mRNA 特異的なプライマーとし
て 5-CAG AAC TGA GGG TAC ATG CTG CAG AGG AGA AGC TCA AAC G-3を、
上記以外のプラスミド由来 mRNA 特異的なプライマーとして 5-CAG AAC TGA 
GGG TAC ATG CTA CTG AAT TGC TGA ATT TTT A-3を用いた。 
 
第 13 項 統計学的解析 














40 62°C (30) 72°C (60)
CCGAATTCTTATTGGGCGATCCCAATTA




12 60°C (30) 68°C (360)
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データは、それぞれの実験を 3 回独立して行い、平均  標準誤差として表し
た。データ解析は、ANOVA および Bonferroni test にて行い、p<0.05 である場合
に統計学的に有意であると判断した。 
 





























る CD36、lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-1) および SR-A の発現は、単
球のマクロファージへの分化や血管平滑筋細胞の分化において増大することが
報告されており[4,7,8]、THP-1 細胞由来マクロファージの泡沫化においても、SRs
を介し取り込まれた oxLDL の影響を受けるものと考えられる。まず、TPA 誘導
性 THP-1細胞の分化過程における SRs発現の変化を検討した結果、CD36、LOX-1
および SR-A の発現が有意に増大した (Fig. 7A)。次に、oxLDL 曝露による SRs
の発現変動を検討した結果、CD36および LOX-1の発現がさらに有意に亢進し、
SR-A の発現も亢進する傾向にあった (Fig. 7A)。マクロファージにおいて、SRs
に認識された oxLDL は、細胞内に取り込まれることによって泡沫化を惹起する
ことが報告されている [72,73]。そこで次に、泡沫化の指標として、マクロファ
ージへの脂質の取り込みを検討した。OxLDL 曝露後、Oil Red O 染色を行った結
果、細胞内への脂質の蓄積が認められた (data not shown)。また、細胞内コレス
テロールアッセイを行った結果、oxLDL 曝露 72 時間後に細胞内への有意な脂質





Fig. 7 Expression of SRs during monocytic differentiation and uptake of oxLDL during 
foam cell formation. THP-1 cells were treated with or without 100 nM TPA for 24 h and 
then washed twice with PBS (-). (A) After washing, the cells were treated with (+) or 
without (-) 100 g/mL oxLDL for 24 h. RT-PCR was then carried out. RT-PCR data 
were normalized using 18S rRNA levels (**p<0.01 vs. untreated cells; ##p<0.01; N.S., 
not significant). (B) After washing, the cells were treated with or without 100 g/mL 
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第 2 項  THP-1 細胞由来マクロファージへの oxLDL 曝露による CD36 を介し
た EC-SOD 発現低下 
著者は、第 1 章において単球系細胞株 THP-1 細胞のマクロファージへの分化
過程において、EC-SOD 発現が増大することを明らかにした[66]。そこで次に、
その oxLDL 曝露による EC-SOD 発現変動を検討した結果、THP-1 細胞の分化過
程において増大した EC-SOD発現がその後の oxLDL曝露によって曝露時間依存
的に低下し、oxLDL 曝露 72 時間後にはコントロールレベルまで低下した (Fig. 
8A)。また、この EC-SOD 発現低下が SRs を介しているかを検討するために、SRs
に認識されない native LDL (nLDL) を用いて、比較検討を行った。その結果、
oxLDL 曝露ではコントロールレベルまで発現が低下したにもかかわらず、nLDL
曝露による EC-SOD 発現低下は中程度であった (Fig. 8B)。また、脂質の取り込
みを Oil Red O 染色で検討した結果、nLDL 曝露では脂質の取り込みほとんどが
認められなかったのに対し、oxLDL では、その顕著な取り込みが認められた (Fig. 
8C)。このことから、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下は SRs を介して起きる
ことが示唆された。 
 そこで次に、どの SRs を介するかを検討した。以前の報告から、THP-1 細胞
由来マクロファージへのアクロレイン化 LDL の取り込みには、一部 CD36 の関
与が報告されていることから[4]、CD36 を siRNA を用いてノックダウンし (Fig. 
8D)、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下に対する CD36 の関与を検討した。そ
の結果、CD36 のノックダウンにより、negative control (NC) 群と比較し、oxLDL
曝露による EC-SOD 発現低下が有意に抑制された (Fig. 8E)。 
 以上の結果から、THP-1 細胞由来マクロファージへ oxLDL を曝露した場合、






Fig. 8 Change of EC-SOD expression during foam cell formation. THP-1 cells were 
treated with or without 100 nM TPA for 24 h and then washed twice with PBS (-). (A 
and B) After washing, the cells were treated with (+) or without (-) 100 g/mL oxLDL 
for the indicated time (A) and were treated with or without 100 g/mL native LDL 
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washing, the cells were treated with 100 g/mL nLDL or oxLDL for 72h, followed by 
Oil Red O staining (arrows show lipid uptake). (D) The cells were treated with 30 nM 
CD36 siRNA for 48 h, and CD36 expression was determined by RT-PCR. (E) The cells 
were treated with 30 nM CD36 siRNA or negative control (NC) for 48 h. After the cells 
were treated with siRNA for 48 h and washed twice with PBS, the cells were treated 
with 100 g/mL oxLDL for 24 h. RT-PCR was then carried out (E). RT-PCR data were 
normalized using 18S rRNA levels (**p<0.01 vs. untreated cells; ##p<0.01 vs. 





























の分化過程において、ヒストン H3 および H4 のアセチル化が認められた (Fig. 
9A)。その後、oxLDL を曝露したが、ヒストンアセチル化レベルに変化は認めら
れなかった (Fig. 9A)。また、EC-SOD 遺伝子プロモーター付近におけるヒスト
ンアセチル化レベルを検討したところ、グローバルなヒストンアセチル化同様、
有意な変化は認められなかった (Fig. 9B)。 














Fig. 9 No involvement of the acetylation of histone H3 or H4 in the expression of 
EC-SOD during foam cell formation. (A and B) THP-1 cells were treated with 100 nM 
TPA for 24 h and were then washed twice with PBS (-). After washing, the cells were 
treated with or without 100 g/mL oxLDL for 24 h. (A) After the treatment, acetylated 
histone H3 and H4 were determined by Western blotting. The loading of histone was 
monitored by Coomassie staining. (B) A ChIP assay was then carried out. Relative 
binding to the promoter region was expressed as the percentage amount over input (%) 













































第 4 項 OxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下への Sp1 および Sp3 の関与 
 転写因子である Sp1 や Sp3 は、EC-SOD 遺伝子プロモーターの-195/-210 の領
域に結合し、EC-SOD の発現に大きく関わることが報告されている[50,69,74]。
そこで次に、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下への Sp1 および Sp3 の関与を
検討した。THP-1 細胞由来マクロファージを oxLDL に曝露させたが、EC-SOD
プロモーター領域への Sp1 および Sp3 の結合に変化は認められなかった (Fig. 
10)。 
以上の結果から、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下は転写因子 Sp1 および




Fig. 10 No involvement of Sp1/3 in the expression of EC-SOD during foam cell 
formation. THP-1 cells were treated with 100 nM TPA for 24 h and were then washed 
twice with PBS (-). After washing, the cells were treated with or without 100 g/mL 
oxLDL (ox) for 24 h. A ChIP assay was then performed. Relative binding to the 







































































第 5 項 EC-SOD mRNA の安定性に対する oxLDL 曝露の影響 
 Fig. 9 および Fig. 10 の結果から、oxLDL 曝露による EC-SOD レベルの低下に
転写段階での影響は認められなかった。そこで次に、EC-SOD mRNA の安定性
に着目し、oxLDL 曝露により EC-SOD mRNA レベルが低下する可能性を検討し
た。まず、転写阻害剤である ActD を用いて、EC-SOD mRNA の安定性を評価し
た結果、oxLDL 曝露群では oxLDL 非曝露群と比較し、EC-SOD mRNA レベルが
時間依存的に有意に低下した (Fig. 11A)。さらに、SRs である CD36 を siRNA を
用いてノックダウンさせることにより、oxLDL 曝露による EC-SOD レベルの低
下が有意に抑制された (Fig. 11B)。次に、EC-SOD 遺伝子の翻訳領域と 3側非翻
訳領域 3UTR を含む EC-SOD 3UTR 遺伝子を作製し (Fig. 11C および D)、THP-1
細胞由来マクロファージにプラスミドをトランスフェクションした後、oxLDL
を曝露し、EC-SOD 3UTR 遺伝子に由来する mRNA の安定性を検討した結果、
oxLDL 曝露群では非曝露群と比較し、mRNA の安定性が有意に低下した (Fig. 
11E)。したがって、oxLDL は EC-SOD mRNA の分解を促進している可能性が示
唆された。 
 一般的に、mRNA の分解は、3UTR のポリ A 鎖の分解から始まることが知ら
れている[75,76]。mRNA の 3UTR には、mRNA の安定性を制御する配列が存在
しており、そのシスエレメントの配列によって、mRNA の安定性が大きく変化
することが報告されている [75,76]。また、ポリ A 鎖の分解が、mRNA 分解の律
速段階となっているため、著者は、3UTR に EC-SOD mRNA の分解に関わる配
列があると考えた。そこで次に、先ほどの EC-SOD 3UTR 遺伝子の 3UTR を欠
損させた遺伝子 (EC-SOD 3UTR 遺伝子、Fig. 11F) を作製し、oxLDL 曝露によ
る EC-SOD 3UTR mRNA の安定性低下への 3UTR の関与を検討した。その結
果、oxLDL 曝露による EC-SOD mRNA の安定性低下が抑制され、oxLDL 非曝露
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群と mRNA レベルに差は認められなかった (Fig. 11G)。したがって、oxLDL 曝
露による EC-SOD mRNA の安定性低下には、3UTR が関与していることが示唆
された。また、3UTR の関与をさらに検討するために、SOD アイソザイムの一
つである Cu,Zn-SOD 遺伝子の翻訳領域に EC-SOD 遺伝子の 3UTR を挿入し、
Cu,Zn-SOD 3UTR 遺伝子 (Fig. 11F) を作製した。このプラスミドをトランスフェ
クション後、oxLDL 曝露による Cu,Zn-SOD 3UTR 遺伝子由来 mRNA の安定性を
検討したところ、oxLDL 曝露群では非曝露群と比較し、mRNA レベルが有意に
低下した (Fig. 11H)。この結果から、oxLDL 曝露による EC-SOD mRNA の安定
性低下に 3UTR の関与が確認された。 





































































































































































Fig. 11 Destabilization of EC-SOD mRNA by oxLDL and involvement of 3UTR in the 
stability of EC-SOD. (A) THP-1 cells were treated with 100 nM TPA for 24 h and were 
then washed twice with PBS (-). After washing, the cells were treated with 100 ng/mL 
ActD in the presence or absence of 100 g/mL oxLDL for the indicated time. (B) After 
the cells had been treated with TPA, CD36 siRNA (siCD36) and negative control (NC) 
were transfected in THP-1-derived macrophages. After the cells were washed twice with 
PBS, cells were treated with 100 ng/mL ActD in the presence or absence of 100 g/mL 
oxLDL for 24 h. RT-PCR was then carried out. (C) Construction of the plasmid 
(EC-SOD 3UTR gene). (D and E) After THP-1 cells had been treated with 100 nM TPA 
for 24 h, they were transfected with the plasmid for 24 h and RT-PCR was carried out 
(D). After being transfected, the cells were treated with 100 ng/mL ActD in the presence 
or absence of 100 g/mL oxLDL for 24 h (E). (F) Construction of the plasmid (EC-SOD 
3UTR gene, Cu,Zn-SOD 3UTR gene). (G and H) THP-1 cells were treated with 100 
nM TPA for 24 h and were then washed twice with PBS (-). After washing, the cells 
were transfected with the plasmid EC-SOD 3UTR gene (G) or Cu,Zn-SOD 3UTR 
gene (H), respectively and then treated with 100 ng/mL ActD in the presence or absence 
of 100 g/mL oxLDL for 24 h. RT-PCR data were normalized using 18S rRNA levels 









































































































胞株 THP-1 細胞由来マクロファージを用いて、第 1 章で述べた単球のマクロフ
ァージへの分化過程において増大した EC-SODレベルに対する oxLDLの影響を








CD36 が、oxLDL 曝露による EC-SOD 低下に関与することを見出した (Fig. 7A





ている。実際、本研究においても、nLDL 曝露では中程度の EC-SOD mRNA 低
下および脂質の取り込みが認められたのに対し、oxLDL 曝露では、大きく
EC-SOD mRNA レベルが低下し、脂質の取り込みも nLDL 曝露群と比較し多く
認められた (Fig. 8Bおよび C)。このことから、oxLDL曝露による EC-SOD mRNA
低下には、oxLDL 認識受容体のうち CD36 の関与が大きいことが示唆された。 
 著者らは以前、EC-SOD 発現が、DNA のメチル化またはヒストン H3 および
H4 のアセチル化などのエピジェネティクスの制御を受けることを報告した[60]。
そこで、本研究では、oxLDL 曝露による EC-SOD 減尐へのヒストン H3 および
H4 のアセチル化の関与を検討したが、ヒストンアセチル化レベルには oxLDL
処理の影響は認められなかった (Fig. 9)。また、以前の報告より、Sp1 および Sp3
は、多くの遺伝子のプロモーターに存在する GC リッチな配列に結合する転写因
子として知られている。ヒトの EC-SOD プロモーター領域には、一般的な遺伝
子に認められる TATA ボックスが存在せず、代わりに CAAT ボックス配列が 2
か所存在する。これら EC-SOD などの遺伝子には、転写開始点の上流に Sp1/Sp3
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結合領域が存在し、Sp1/Sp3 が TATA ボックス結合タンパク質 (TATA box binding 
protein、TBP) や RNA ポリメラーゼの他の構成要素と直接的に相互作用するこ
とで転写を活性化していることが知られている[81,82]。そこで、著者は、EC-SOD
プロモーターへの Sp1 および Sp3 の結合の oxLDL 曝露による変動を ChIP 法に
て検討したが、その結合度に変化は認められなかった (Fig. 10)。これらヒスト
ンアセチル化および Sp1/Sp3 結合の結果から、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現
低下は転写レベルで制御されているのではなく、その他の要因があると考えら
れた。 
 そこで著者は、EC-SOD mRNA の安定性に着目した。EC-SOD mRNA の 3UTR
には GC リッチな配列が多く認められ、この配列が mRNA を安定化させている
と考えられる。実際、TPA 処理にて増大した EC-SOD mRNA は、TPA 除去 72
時間後まで安定して発現している (Fig. 8A)。しかしながら、oxLDL に曝露した
場合、EC-SOD mRNA レベルは oxLDL 非曝露群と比較して有意に低下し、曝露
72 時間後にはコントロールレベルにまで低下した。また、Fig. 11A および B に
示すように、ActD処理の後、oxLDL曝露によるEC-SOD mRNAが有意に低下し、
その減尐は CD36 をノックダウンすることにより抑制された結果から、CD36 を
介して取り込まれた oxLDLがEC-SOD mRNAの安定性低下をもたらすと考えら
れた。 
 そこで次に、EC-SOD mRNA 安定性低下の要因を検討した。前述したとおり、
EC-SOD mRNA は定常状態では安定性が高く、その要因として、3UTR に GC リ
ッチな配列が含まれている点が挙げられる。本研究では、3UTR を欠損させた
EC-SOD プラスミドを作製して検討したところ、3UTR が EC-SOD mRNA の安
定性に大きく関与していることを見出した (Fig. 11C、D、E、F、G および H)。

























第 3 章 ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞の分化に対するルテオリンの
抑制効果 
 
第 1節 緒言 
 







 単球系細胞株である U937、THP-1 および HL60 細胞は、ホルボールエステル
である TPA や ATRA 処理により、マクロファージに分化することが知られてい





































第 2 節 実験材料及び方法 
 
第 1 項 試薬 
 ルテオリン (Luteolin、>98.0%) は和光純薬工業株式会社、クリシン (Chrysin、
>98.0%) は Cosmobio 社から購入した。アピゲニン (Apigenin)、トリセチン 
(Tricetin) は岐阜大学工学部生命機能材料工学科、纐纈守教授より供与された
[90]。これら 2 種類の化合物の純度は、HPLC を用いて 95%以上であることが確
認されている。4 種類のフラボノイドは、2-phenylchromen-4-one を基本骨格 (フ
ラボン骨格) とし、A 環を含む構造が同じであるが、B 環に付加しているヒドロ
キシ基の数の違いで、それぞれルテオリン、クリシン、アピゲニンおよびトリ
セチンと命名されている (Fig. 12)。 
 






























その他の試薬は第 1 章、第 2 節、第 1 項および第 2 章、第 2 節、第 1 項に示し
ており、市販の特級品を用いた。 
 
第 2 項 細胞培養 
第 1 章、第 2 節、第 2 項で示す方法で THP-1 細胞を播種した後、20 M の各
種フラボノイドおよび 100 nM TPA を添加した。刺激後、細胞を掻き取り、PBS
で洗浄した後、総 RNA の抽出、フローサイトメトリー、ウエスタンブロッティ
ングを行った。20 M ルテオリン、クリシン、アピゲニンおよびトリセチンは
TPA 添加の 1 時間前に添加した。 
 
第 3 項 RT-PCR 
 第 1 章、第 2 節、第 3 項で示す方法で cDNA 作製した後、Table 3 ならびに第
2 章、第 2 節、第 6 項の Table 4 で示す条件で PCR 反応を行った。 
 
第 4 項 ウエスタンブロッティング 
 種々の条件で THP-1 細胞を処理した後、第 1 章、第 2 節、第 4 項に示す方法
で各種タンパクを検出した。 
 
第 5 項 細胞接着の観察 
 THP-1 細胞を 3.5 cm dish に播種した後、第 1 章、第 2 節、第 2 項に示す方法
で細胞を処理した。分化後、氷冷した PBS で細胞を 3 回洗浄した。THP-1 細胞
の dish への接着は光学顕微鏡にて観察した。 
 
第 6 項 細胞内 ROS の産生量の測定 
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 種々の条件で THP-1 細胞を処理した後、第 1 章、第 2 節、第 5 項で示す方法
で細胞内 ROS 産生を測定した。 
 
第 7 項 統計学的解析 
 データは、それぞれの実験を 3 回独立して行い、平均  標準誤差として表し





















第 3 節 結果 
 
第 1 項 TPA 処理による THP-1 細胞の分化に対するフラボノイドの抑制効果 
 まず、TPA 処理による THP-1 細胞の分化に対するフラボノイドの抑制効果を
検討した。TPA 処理による THP-1 細胞の分化に対するルテオリンの効果を検討
した結果、20 M ルテオリン前処理により TPA 処理による CD11b、CD14、CD36 
mRNA 発現増大がコントロールレベルにまで抑制された。一方、0.2 および 2 M
ルテオリンの前処理では、TPA 処理による CD ファミリーmRNA 発現増大への
影響は認められなかった (Fig. 13A)。次に、TPA 処理による THP-1 細胞の細胞




察された (Fig. 13B)。さらに、TPA 処理による CD ファミリー発現増大に対する
フラボノイドの抑制効果を検討した結果、クリシンおよびアピゲニンの前処理
では、それぞれ CD11b および CD14 発現増大を抑制したが、トリセチンの前処
理では抑制効果が認められなかった。一方、ルテオリンの前処理では、すべて
の CD ファミリー発現増大が抑制された (Fig. 13C)。また、TPA 処理による細胞
接着と CD ファミリー発現増大に対するフラボノイドの抑制効果がほぼ相関す
ることが確認された (Fig. 13B および C)。以上のことから、ルテオリン、クリシ
ン、アピゲニンは TPA 処理による接着因子 CD ファミリーの発現増大に対する





Fig. 13 Effect of flavonoids on the TPA-triggered induction of CD families and cell 
adhesion. (A) THP-1 cells were pretreated with 0.2, 2 or 20 M luteolin (Lu) for 1 h 
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with or without 20 M chrysin (Ch), apigenin (Ap), luteolin (Lu) and tricetin (Tr) for 1 
h and then treated with or without 100 nM TPA for 24 h. After the cells had been treated, 
cell adhesion was detected using a microscope. (C) Cells were pretreated with 20 M 
Lu, Ch, Ap or Tr for 1 h and then treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for 24 h. 
After the cells had been treated, RT-PCR was carried out. Data were normalized using 























第 2 項 TPA 処理による ERK1/2 のリン酸化に対するルテオリンの抑制効果 
 著者は、第 1 章において THP-1 細胞を TPA 処理することにより認められる
ERK1/2 リン酸化の亢進や CD ファミリーの発現亢進が、THP-1 細胞のマクロフ
ァージ様細胞への分化に関与することを明らかにした[66]。そこで、次に MEK1/2
および ERK1/2 のリン酸化に対するルテオリンの抑制作用をウエスタンブロッ
ティングにて検討したが、ルテオリンの前処理は、MEK1/2 および ERK1/2 のリ
ン酸化に影響を与えなかった (Fig. 14)。したがって、ルテオリンは MEK1/2 お




Fig. 14 Effect of luteolin on TPA-triggered MEK1/2 and ERK1/2 phosphorylation. 
THP-1 cells were pretreated with (+) or without (-) 20 M luteolin for 1 h and then 
treated with (+) or without (-) 100 nM TPA for 15 min. After the cells had been treated, 






























 そこで次に、第 1 章で示した TPA 処理による CD ファミリー発現増大への
NOX2 由来 ROS の関与についての知見から[66]、NOX2 活性化に対するルテオ
リンの抑制効果を検討した。初めに、細胞内 ROS 産生に対するルテオリンの抑
制効果をフローサイトメトリーにて検討した結果、ルテオリンの前処理により
TPA 処理による細胞内 ROS 産生亢進が有意に抑制された (Fig. 15A)。次に、
NOX2 mRNA 発現を RT-PCR 法にて検討したところ、TPA 処理による NOX2 発
現増大がルテオリンの前処理によりコントロールレベルまで有意に抑制された 
(Fig. 15B)。一方で、TPA 処理による THP-1 細胞の細胞接着および CD ファミリ
ー発現に対して抑制作用を示さなかったトリセチンの前処理では、TPA 処理に





 以上のことから、ルテオリンは NOX2 mRNA 発現および p47phoxの膜移行に起








Fig. 15 Effect of luteolin (Lu) on TPA-triggered ROS generation and NOX2 activation. 
(A) THP-1 cells were pretreated with (+) or without (-) 20 M Lu for 1 h and then 
































































































intracellular ROS accumulation was measured by flow cytometry (**p<0.01 vs. 
untreated cells, ##p<0.01 vs. TPA-treated cells). (B and C) The cells were pretreated 
with (+) or without (-) 20 M Lu or Tr for 1 h and then treated with (+) or without (-) 
100 nM TPA for (B) 24 h or (C) 12h. (B) After the cells had been treated, NOX2 
expression was measured by RT-PCR. RT-PCR data were normalized using 18S rRNA 
(*p<0.05, **p<0.01 vs. untreated cells, ##p<0.01 vs. TPA-treated cells, N.S., not 
significant). (C) After the cells had been treated, the membrane translocation of p47
phox
 






















第 4 節 考察 
 






を有するタンパク質を認識する CD36、LOX-1 や SR-A などの SRs の発現が多く




 単球のマクロファージへの分化過程において、CD ファミリー (CD11b、CD14、
CD36) の発現増大が認められるが、TPA 処理によっても CD ファミリーの発現
を伴った分化および接着が認められる[38,41,58]。第 1 章において CD ファミリ
ーのタンパク発現および mRNA 発現レベルが亢進することを示したが、実際、





ルテオリンの類似化合物 3 種類 (クリシン、アピゲニン、トリセチン) を含む 4
種のフラボノイドの構造活性相関を検討した。ルテオリンは 20 M の濃度で CD
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著者は、第 1 章においてヒト単球系細胞株 THP-1 細胞における CD ファミリー
発現増大における MEK1/2 および ERK1/2 の関与を見出しているが[66]、ルテオ
リンに MEK1/2 および ERK1/2 活性化に対する抑制作用は認められなかった 
(Fig. 14)。この結果は、MEK1/2 および ERK1/2 の下流にルテオリンの作用点が
あることを示唆している。また、THP-1 細胞の分化過程において、NOX2 発現増
大やNOX2由来ROS産生亢進が認められたが、ルテオリンの前処理はこのNOX2







































Fig. 16 Hypothesis of the site of action of luteolin. CD families are induced during 
monocytic differentiation through PKC, MEK1/2, ERK1/2, and NOX2-derived ROS. 
Luteolin has the potent activities of the blockage of NOX2 mRNA expression and 
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過程における EC-SOD 発現変動とそのメカニズムについて、細胞内 ROS の関与
および EC-SOD mRNA の安定性という観点から検討し、以下に示す知見を得た。 
 
1.  ヒト単球系細胞のマクロファージへの分化過程における EC-SOD 発現調
節機構 




ず初めに、TPA が PKC のアクチベーターとして知られていることから[37]、
EC-SOD発現におけるPKCの関与を検討した結果、TPAを処理することにより、
リン酸化 PKC の膜移行が認められた。また、PKC 阻害剤 GF109203X の前処理
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により TPA 処理による EC-SOD 発現が有意に抑制された。次に、単球系細胞、
平滑筋細胞および腎尿細管間質細胞における EC-SOD 発現調節機構への MAPK
の関与が報告されていることから[19,39,40]、EC-SOD 発現への MAPK の関与を
検討した結果、TPA処理によりMEK1/2およびERK1/2のリン酸化が認められた。
一方で、JNK および p38-MAPK のリン酸化は認められなかった。また、MEK/ERK
阻害剤 U0126 および PD98059 にて前処理することにより、TPA 処理による
EC-SOD 発現増大が有意に抑制された。さらに、TPA 処理により細胞内 ROS 産
生が亢進したが、その ROS 産生亢進は、NOX2 発現増大および NOX2 活性化に
必須の p47phoxの膜移行の亢進に起因することが示され、実際、NOX 阻害剤は、
TPA 処理による EC-SOD 発現増大を有意に抑制した。以上の結果から、ヒト単




2.  ヒト単球系細胞由来マクロファージの oxLDL 曝露による EC-SOD の発現
変動とその調節機構 
 単球由来マクロファージの泡沫化過程における EC-SOD 発現調節機構を検討
するため、THP-1 細胞由来マクロファージへの oxLDL 曝露により in vitro 泡沫化
モデルを作製した。THP-1 由来マクロファージに oxLDL を曝露したところ、TPA
誘導性 EC-SOD 発現増大がその処理時間依存的に有意に減尐した。また、その
発現低下は SRs の一つである CD36 をノックダウンすることにより抑制された
ことから、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下に CD36 の関与が示唆された。
次に、EC-SOD 発現低下機構を検討した。これまでに、EC-SOD 発現制御機構と




法を行った結果、oxLDL 曝露による EC-SOD 発現低下機構にヒストンアセチル
化および Sp1/Sp3 の関与は認められなかった。転写レベルの制御を受けないこと
から、次に分化過程で発現増大した mRNA の安定性に着目した。OxLDL 曝露に
より、ActD の同時処理下において EC-SOD mRNA レベルが時間依存的に有意に
低下したことから、oxLDL 曝露による EC-SOD mRNA レベルの低下は mRNA の
不安定化の促進に起因することが示唆された。mRNA の 3UTR には、mRNA の
安定性を制御する配列が存在しており、そのシスエレメントの配列によって
mRNAの安定性が大きく変化することが報告されていることから[75,76]、oxLDL
曝露による EC-SOD 低下への 3UTR の関与を検討した。その結果、3UTR を欠
損させた EC-SOD 遺伝子 (EC-SOD 3UTR) では、oxLDL 曝露による EC-SOD 
3UTR mRNA 低下が抑制された。さらに、EC-SOD 遺伝子の 3UTR を Cu,Zn-SOD
に挿入して oxLDL 曝露による影響を検討した結果、プラスミド由来 Cu,Zn-SOD 
mRNA レベルが EC-SOD の結果と同様に低下した。これらの結果から、oxLDL
を曝露した場合、3UTR を介して mRNA の不安定化を促進する反応が進むこと
が示唆された。以上の結果から、ヒト単球系由来マクロファージの泡沫化過程
において、EC-SOD mRNA の分解が促進されることにより、EC-SOD レベルの低
下が起きると考えられた。 
 




ラボノイドの抑制効果を評価した。本章では、CD11b、CD14 ならびに CD36 を
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分化の指標として用いた。第 1 章において、TPA 処理による CD ファミリーの
発現増大への PKC-MEK1/2-ERK1/2-NOX2/ROS のシグナル経路の関与を見出し
ており[66]、そのシグナル経路を指標にフラボノイドの抑制効果を検討した。
THP-1 細胞を 4 種類のフラボノイド (クリシン、アピゲニン、ルテオリン、トリ
セチン) にて前処理することにより、TPA 誘導性の CD ファミリー発現増大が有
意に減尐し、その中でも、ルテオリンが最も強く発現を抑制し、細胞接着抑制
との間に相関性が認められた。次に、ルテオリンの抑制作用点を検討した。ま
ず、ルテオリンの前処理による MEK1/2 および ERK1/2 への作用を検討したとこ
ろ、MEK1/2のリン酸化および ERK1/2のリン酸化には影響は認められなかった。
次に、ルテオリン前処理による ROS 産生への影響を検討したところ、TPA 処理
























Fig. 17  Mechanism of EC-SOD disruption during foam cell formation and effect of 
luteolin on monocytic differentiation.  The decrease of resistance against ROS by 
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ActD actinomycin D 
Apo apocynin 
ATRA all-trans-retinoic acid 
BCA bicinchoninic acid 
BSA bovine serum albumin 
Carboxy-H2DCFDA 5-(and-6)-carboxy-2’,7’dichlorodihydrofluorescein diacetate 
CD cluster of differentiation 
ChIP chromatin immunoprecipitation assay 




ERK extracellular-regulated protein kinase 
FCS fetal calf serum 
IL interleukin 
JNK c-Jun N-terminal kinase 
LDL low-density lipoprotein 
LOX-1 lectin-like oxidized LDL receptor-1 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 
MEK MAPK/ERK kinase 
Mn-SOD manganese containing-SOD 
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NC negative control 
NF-κB nuclear factor-kappa B 
nLDL native LDL 
NOX NADPH oxidase 
oxLDL oxidized LDL 
PBS phosphate buffered saline 
PFA paraformaldehyde 
PKC protein kinase C 
ROS reactive oxygen species 
RT-PCR reverse transcriptional-polymerase chain reaction 
siRNA small interfering RNA 
SOD superpoxide dismutase 
SR scavenger receptor 
TBP TATA box binding protein 
TNF- tumor necrosis factor- 
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 
UTR untranslated region 
